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ミトコンドリア遺伝子解析によるヒト寄生性裂頭条虫の面諭定法の検討
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　ヒトに寄生する日本海裂頭条虫Dφ勿πoろ。魏7伽規
π魏。漉漉窩6などを含む偽葉目裂頭条虫科条虫は，当所
での寄生虫同定試験において，依頼頻度の高い寄生虫のグ
ループである．これらの条虫類には代表的なものとして日
本海裂頭条虫の他，マンソン裂頭条虫5が70彫心
θ7劾α66ガθ％γ0伽6かや大複：殖門条虫0刎ogO％0ρ07％S　8’名伽♂乞S
などが含まれる．さらに，ヒトに重篤な疾患を引き起こす
芽殖孤虫5加㎎侃％勉ρ701加鰯窺も裂頭条虫科に含まれる
とされている．これらの条虫の同定には形態的な観察，特
に成虫の場合，片泊の生殖器の形態及び子宮内の虫卵の形
態と大きさを観察する方法が用いられている．しかしなが
ら，これら面体が幼若であったり，試料そのものが破損し
ている場合，形態による同定は困難となる．また幼虫寄生
例（孤虫症）の場合にも，形態的観察による明確な種の同
定は困難な場合が多い．
　今回我々は，ヒト寄生性の裂頭条虫類の形態的な同定を
補完するために，PCRによる特定遺伝子のDNA領域を
増幅し，ダイレクトシークエンスによる塩基配列の決定及
び比較解析により種を同定する方法を検討した．解析に用
いる遺伝子としては，登録されている遺伝子情報が豊富な
ミトコンドリアCOI（cytochrome　oxidase　subunit　1）遺
伝子と，これまで多包条虫を含むテニア科条虫の種の同定
に用いられている12S　rRNA遺伝子1－3）を選択した．その
結果，良好な成績を得たので報告する．
方 法
1．試料及びDNAの抽出
　形態的な観察により日本海裂頭条虫と同定した試料1及
び形態的な観察では成熟した虫卵を観察できず同定を保留
した試料2を用いた（Fig．1）．両試料とも，ヒトから排
出された後，数口問10％ホルマリンで固定され，実験室
に搬入後直ちに水洗し，DNA抽出まで70％エタノール溶
液中に保存した．試料1と2のDNA抽出は，組織の一部
（約3mm角）からDNA抽出キットQIAamp⑪DNA
Mini　Kit（QIAGEN古製）を用いて行った．また，試料
2については，加熱処理によるDNAの抽出を同時に試み
た．すなわち，同量の試料を1．5mLマイクロチューブ内
で眼科用ハサミを用いて破砕し，蒸留水で洗浄後，30μし
の滅菌蒸留水を加え，沸騰したウォーターバスで10分間
加熱し，微量高速遠心器で遠心した上清を抽出DNA試料
とした．
2．PCR法によるミトコンドリアCOI遺伝子及び12　S
　　rRNA遺伝子の増幅
　最初に，DDBJ／EMBL／GenBank⑧に登録されている
条虫類のDNAデータを基にしてミトコンドリアCOI遺
灘
　Fig．1　Diphyllobothriid丁apeworms　from　Human
　　　　　Patients
　Specirnen　1（1eft）is　identified　as　1）φ勿JJoゐ。オんガz6〃z多z歪ぬ。ηんαガθη56
by　morphological　observation．　Specimen　2　（right）is　not
identified　because　of　immatureness。
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伝子を増幅するためのDBCOI－1（5’一GTAAATTAGGTT
GTTCATATG－3ノ）及びDBCOI－2（5LAGAATTATAC
CAGTAACACC－3’）プライマーを設計した．これらのプ
ライマーはCOI遺伝子の301　bpのDNA断片を増幅する
ことが予測された．PCR反応混合液は，最終濃度が10
mM　Tris－HCl，50　mM　KCI，1．5mM　MgC12，0．001％
（w／v）ゼラチン，0．2mMのdNTPの混合液になるよう
に調整し，それぞれ10pmo1のDBCOI－1及びDBCOI－2
プライマー，1．25単位のAmpliTaq　GoldTM耐熱性Taq
ポリメラーゼ（Perkin　Elmer　Co．）及び5μしのDNA試
料液で合計50μしになるようにした．PCRの反応条件は
95℃で12分間インキュベートした後，熱変性；94℃，0．5
分，アニーリング；48℃，0．5分，伸長反応；72℃，1分
のサイクルを50サイクルとした．増幅した301bpの
DNA断片は，　PCR産物5μLを3％のアガロースゲルで
電気泳動してトランスイルミネーター上で確認した．
　さらに，12S　rRNA遺伝子を増幅するために，プライ
マーP60F（5’一TTAAGATATATGTGGTACAGGATTA
GATACCC－3’）及びP375R（5’一AACCGAGGGTGACG
GGCGGTGTGTACC－3ノ）3）を用いた．増幅される12S
rRNAのDNA断片は約370　bpと予測された．この
DNA断片を増幅するためのPCR反応混合語は，　COI遺
伝子の増幅と同様に調整した．また，増幅反応条件は，
95℃で12分間インキュベートした後，熱変性；93℃，1
分，アニーリング；55℃，1．5分，伸長反応；73。C，2分
のサイクルを50サイクルとした．
3．PCR産物の塩基配列の決定
　増幅したDNA断片は，　QIAquick⑬PCR　Purification
Kit（QIAGEN社製）を用いて精製した後，サイクル
シーケンス反応に供し，ABI－PRISM　310　DNAシーケン
サーにより，塩基配列を決定した．得られた塩基配列は，
遺伝子解析ソフトGeneWorks⑭ver．2．5（lnteIliGenetics，
Inc．）を用いてDDBJ／EMBL／GenBank⑭に登録された
塩基配列データと比較解析を行った．また，系統樹解析は，
Clusta工X　ver1．81によるNeighbor－Joining法で行った．
結果と考察
　COI遺伝子については，プライマーDBCOI－1／2を用い
たPCR法により301　bpのDNA断片の増幅が認められた
（Fig．2）．加熱処理して調製したDNAを用いた場合も同
様の結果が得られた．増幅したDNA断片の塩基配列を解
析し泥ところ，試料1と2の塩基配列には1塩基の相違が
認められた（Fig．3）．これらの塩基配列のデータをDNA
データバンクに登録された条虫類の塩基配列と比較したと
ころ，試料1のCOI遺伝子の塩基配列は，日本海裂頭条
虫のCOI遺伝子の塩基配列（ABO15755）と完全に一致し
た（Fig．3）．また，最近まで日本海裂頭条虫と同種と考
えられていた近縁種の広節裂頭条虫D．嬬醐とは82％，
種の鑑別上重要となるマンソン裂頭条虫（ABO15753）と
84％，芽殖孤虫とは82％の相同性を示した．なお，大複
派出条虫はCOI遺伝子の塩基配列が未登録であったこと
から比較検討はできなかった．日本海裂頭条虫，広節裂頭
条虫，マンソン裂頭条虫，芽殖孤虫，試料1及び2の
cOI遺伝子の塩基配列による系統樹をFig．4に示した．
図に示すように，試料1及び試料2は共に日本海裂頭条虫
と同じグループに分類された．これらの塩基配列の検討の
結果は，試料1，2ともに日本海裂頭条虫であり，試料2
で認められた1塩基の差異は，種内での塩基置換変異であ
ることを示していると考えられた．
　一方，12S　rRNA遺伝子については，プライマーP60F／
P375Rを用いてPCRによる増幅を確認した．増幅した
DNA断片の塩基配列を決定したところ，両試料とも371
bpであった．試料1，2の塩基配列には，1塩基の相違を
認めた．DNAデータバンクに登録された塩基配列と比較
したところ，試料2の配列はNakao（2000）が日本産裂
頭条虫（D勿勿♂」面。漉7蹴規sp．　Japanese　isolate，
ABO31365）として登録している塩基配列と一致した
（Fig．5）．他のヒト寄生性の裂頭条虫についての登録はな
く，比較検討はできなかったが，ヒトで認められるテニア
科条虫の有鉤条虫，無鉤条虫，また多包条虫とはそれぞれ
78％，80％及び78％の相同性を示した．
　ヒト寄生性の裂頭条虫科条虫の同定は当所の寄生虫同定
の主要な業務の一つである。その中でマンソン裂頭条虫や
芽殖孤虫は，幼虫の寄生による孤虫症で重篤な障害を引き
起こすことが報告されている4）．すでにマンソン裂頭条虫
の幼虫寄生例（孤虫症）については北海道においても2例
Fig．2　Gel　Electrophoresis　of　PCR　Products　Amplified
　　　by　DBCOI－1　and　DBCO卜2　Primers　for　DNA　of
　　　Specimen　2
　The　template　DNAs　were　extracted　by　using　the　commerciaI
kit（lane　1）and　by　ollly　boiling（lane　2）．
Size　marker　100bp　Iadder（TAKARA　Biomedica1）
一82一
ConsensUS
Specimen　1　⊂OI
Specimen　2〔OI
D．nihonkαiense　AB②15755
AC直⊂TT「「GG　GTT「「A⊂GGG　TTG丁1ハT丁「G　CT轟TGT丁「「⊂　T瓦τAC『「「GY
脚　　　撃　　　●　　　曹　　　●　　　・　　　曹　　　…　　　　　　　　　　　　　　　　9　　　■　　　■　　　塵　　　■　　　o　　　曾　　　・　　　●　　　・
■．軍．．・●●．．　　■■．■幽．・．・⊂
9．．．．．■。．響　　・o．騨．●■．．「「
電．冒．脚．●．．昌　．．．．■曽．9．｛＝
艶
勤50
50
⊂onsenSUS
Speくimen　l　COI
Specimen　2　COI
D．oihonkαiense　ABO15755
TτAGGτハGT6　TTGTGT6GG｛i　GC轟丁C轟1コLτ石　T「fAG慨GτGG　GIT1［既G亀TGτ’
●　　　●　　　●　　　●　　　■　　　，　　　●　　　■　　　o　　　●　　　　　　　●　　　．●　　　o　　　●　　　■　　　●　　　●　　　，　　　●　　　●　　　　　　　●　　　●　　　●　　　●　　　0　　　9　　　■　　　●　　　■　　　●　　　　　　　■　　　■　　　・　　　●　　　・　　　・　　　，　　　■　　　■　　　■　　　　　　　■　　　■　　　・　　　■　　　9　　　●　　　■　　　■　　　●　　　●
．吻　　　●　　　●　　　■　　　嘔　　　■　　　■　　　■　　　■　　　o　　　　　　　●　　　o　　　■　　　●　　　■　　　咀　　　●　　　■　　　幽　　　卿　．　　　　　　●　　　■　　　8　　　■　　　■　　　，　　　■　　　●　　　●　　　・　　　　　　　．　　　曹　　　．　　　o　　　．　　　．
■　o　　●　■　●　　●
顧　　．　　．　　o ・　　　．　　　．　　　．　　　・　　　曖　　　9　　　●　　　■　　　●
100
100
100
100
（：onsenSUS
Spedmen　1　COI
Specimen　2　COI
D．nihonkαiense　ABO＝L5755
…GACGGC「　G「「η「「C’「1■「A　　G1「rCGG1「「俺（＝　τ瓦TGハ1「「為1■「　GG’「G1［隆⊂〔＝G轟
■　　　巳　　　●　　　，　　　●　　　D　　　O　　　■　　　●　　　9　　　　　　　■　　　●　　　■　　　●　　　．　　　●　　　●　　　9　　　●　　　●　　　　　　　邑　　　●　　　●　　　5　　　・　　　■　　　■　　　●　　　●　　　●　　　　　　　，　　　・　　　・　　　●　　　・　　　．　　　●　　　■　　　■　　　．　　　　　　　幽　　　●　　　・　　　…　　　　　　　　　　　5　　　●　　　●　　　冒
。　　　騨　　　■　　　●　　　●　　　噛　　　●　　　．　　　■　　　●　　　　　　　●　　　一　　　■　　　，　　　■　　　■　　　齢　　　●　　　●　　　●　　　　　　　o　　　o　　　■　　　■　　　■　　　8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　●　　　9　　　■　　　騨　　　・　　　●　　　幽　　　暫　　　■　　　　　　　●　　　暫　　　6　　　●　　　●　　　・　　　■　　　臨　　　」　　　■
9　　　■　　　9　　　●　　　●　　　o　　　■　　　●　　　■　　　■　　　　　　　●　　　●　　　．，　　　o　　　●　　　■　　　■　　　脚　　　■　　　■　　　　　　　●　　　o　　　■　　　●　　　，　　　■　　　■　　　■　　　，　　　9　　　　　　　，　　　0　　　・　　　・　　　．　　　．　　　，　　　■　　　，　　　，　　　　　　　・　　　●　　　．　　　・　　　．　　　冒　　　賢　　　■　　　9　　　■
甥
159
甥150
（onsensus
Specimen　1　COI
Specimen　2　COI
D．nihonkσiense　ABの15755
CTGGTハT…　GG1＝A111一「⊂ハ　TGハC1＝ATハ⊂ハ　TG乱TTT1…　4頃GT⊂GTGT「
●　　　●　　　●　　　o　　　o　　　●　　　9　　　■　　　謄　　　o　　　　　　　■　　　．　　　・　　　・　　　o　　　o　　　■　　　●　　　●　　　●　　　　　　　o　　　■　　　o　　　■　　　臼　　　薩　　　●　　　9　　　■　　　■
●　　　口　　　，　　　口　　　■　　　●　　　●　　　■　　　，　　　●　　　　　　　騨　　　■　　　，　　　画　　　o　　　，　　　9　　　麿　　　，　　　9　　　　　　　●　　　■　　　，　　　■　　　・　　　■　　　9　　　，　　　9　　　畠 ●　　　●　　　●　　　●　　　■　　　o　　　臨　　　璽　　　■　　　●　　　　　　　■　　　●　　　●　　　●　　　●　　　■　　　■　　　■　　　o　　　麿
ZOO
200
Z②O
zoo
⊂onsenSUS
Specimen　l　COI
Specimen　2　COI
D．nihonkαiense　ABO15755
T⊂GTTGCGTG　AGCCTGT「「r　「「「GGTG轟GTT「「lATCAT「『A　丁「GTGTrATT
．．」o．・　　　‘・　　口●．．．o．・．．・
Z50
Z50
2．50
Z50
C．OnSensus
Specimen　1　⊂OI
Spedmen　2⊂OI
D．nihonkαiense　ABO15755
⊂八．⊂Tjギ「C6GG Z60
260
260
Z60
Fig．3Alignment　of　the　Partial　Mitochondrial　COI　Gene　Sequences　of　Diphyllobothriid　Tapeworms　from
and　D’ρ台y〃。わ。胎r’σmη1わ。ηk∂ノeηse（GenBank　accession　rlumber　ABO15755）
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　　　　　　　Fig．4　Phylogenetic　Tree　based　on　the．260bp　Sequences　of　COi　Gene　of　Diphylbbothriid　Tapeworms
　　The　tree　was　generated　by　the　neighbor－joining　method．　Bootstrap　values　were　given　for　each　nQde．　GenBank　accession　nurnbers
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Fig．5　Alignment　of　the　Partial　Mitochondrial　12S　rRNA　Gene　Sequences　of　Diphyllobothriid　Tapeworms　from
　　　Patients　and　Dノρわy〃obo酌r’σm　sp，（Japanese　lsolate）（GenBank　accession　number　ABO31365）
の報告がなされており5・6），当所でも！例，同定を行って
いる（未発表）．今回設計したミトコンドリアCOI遺伝子
の一部を増幅するプライマーDBCOI－1／2による遺伝子の
増幅と塩基配列の比較は，形態的に同定が困難である試料
においても種の同定が可能であることを明らかにした．し
かしながら，日本では，その他に米子裂頭条虫1λ
yo照go翻％や太平洋裂頭条虫Z）．加6舜傷口などの海洋性
裂頭条虫のヒト寄生例が報告されていることから，これら
の条虫の遺伝子情報を収集する必要があると考えられた．
　一方，！2S　rRNA遺伝子の塩基配列については，現在
DDBJ／EMBL／GenBank⑭に裂頭条虫科条虫の十分な情
報が登録されておらず，種の同定には利用できなかった．
しかし，上述のように12S　rRNA遺伝子の塩基配列は，
他のヒト寄生性のテニア科条虫の分類，同定に有効である
ことが知られているため，形態観察が困難な試料において
条虫類の同定に活用可能であると考えられた．
　本調査研究を行うにあたり，ご’協力いただいた当所生物
科学部感染病理科　山野公明弓長，衛生動物科　高野敬志
研究職員に深謝します．
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